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トラフグ、マフグ各 4 個体、トラフグ属種間の自然交雑種 27 個体を用いた。まず、試料の筋肉もしく
は鰭から全ゲノム DNA を常法によって抽出した。つぎに、mtDNA 中の 16S rRNA および cyt b 部分領
域を PCR 増幅し、母系種の判別を行った。 
 続いて、トラフグとマフグにおける種判別に適用可能な MS マーカーを探索することを目的に、両
親が既知の人工交雑種、単一系統と推定されたトラフグおよびマフグにつき 8 個の MS 領域を対象と
して PCR 増幅し、トラフグとマフグの種判別に適用可能な MS マーカーを選抜した。種判別に適用可
能な MS 領域における PCR 産物の塩基配列および反復配列の回数を決定し、単一系統と推定されるト
ラフグ、マフグ各 26 個体を用いて再現性を検証した。さらに、トラフグ属種間の自然交雑種 27 個体
を用いて本 MS マーカーの適用性を検証した。 
 
【結果】mtDNA 解析により、16S rRNA および cyt b 部分領域塩基配列を用いて、人工交雑種、自然交
雑種、単一系統と推定された種の母系種判別が可能であった。トラフグとマフグの種判別に適用可能
な MS マーカーの探索を行った結果、GCA 反復配列から構成される MS 領域が有効であることが明ら
かになった。人工交雑種における本 MS 領域の反復回数は、トラフグ由来の 23-42 回 (314-371 bp) お
よびマフグ由来の 6 回 (262 bp) であり、保存性が高く普遍的であることが確認された。また、単一系
統トラフグでは 28-44 回 (329-377 bp) 、マフグでは 6-7 回 (262-265 bp) であることが確認され、トラ
フグとマフグ間自然交雑種 6個体においてもトラフグ由来とマフグ由来の MS反復回数が検出された。
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として食中毒が挙げられる。厚生労働省によると、平成 20 年から 29 年の 10 年間で食中毒の発生
件数は 11,095 件、患者数は 218,430 人、死者数は 52 人に及ぶ 1)。食中毒の原因物質としては、細
菌、ウイルス、化学物質、自然毒などが挙げられる。平成 20 年から 29 年の 10 年間でフグを原因




から親しまれており、農林水産省によると、平成 29 年におけるフグの年間漁獲量は 8,200 t（うち
3,800 t は養殖漁業）であることから、極めて価値の高い水産物であるといえる 2)。 
 フグによる食中毒の原因物質は、フグの体内に蓄積されているテトロドトキシン（tetrodotoxin, 
以下 TTX と示す）であり、TTX はナトリウムチャンネルに作用する神経毒の一種である。フグ毒
による中毒症状は食後 20 分から 3 時間程度で現れる 3)。中毒症状は臨床的に 4 段階に分けられ、
まず、第 1 段階として口唇部および舌端、指先に痺れが現れ、歩行がおぼつかなくなる 3)。また、
同時に頭痛や腹痛を伴うこともある 3)。第 2 段階では不完全運動麻痺が起こり、嘔吐後運動不能
になる 3)。さらに知覚麻痺や言語障害、血圧降下が起こり、第 3 段階として全身麻痺、骨格筋の弛
緩が起こることで呼吸困難となる 3)。最終的に第 4 段階として意識が消失し、呼吸が停止する 3)。
フグ毒中毒に対する有効な治療法や解毒剤は未だ存在しておらず、人工呼吸により呼吸を確保し、
適切な処置を施すことで確実に延命することができる 3)。 







規則（昭和 23 年厚生省令第 23 号）第 1 条第 1 号では、「厚生労働大臣が定める場合」として「有
毒な又は有害な物質であっても、自然に食品又は添加物に含まれ又は附着しているものであって、
その程度又は処理により一般に人の健康を損なうおそれがないと認められる場合」と規定されて
いる。さらに、昭和 58 年には厚生省（現 厚生労働省）環境衛生局長通知（環乳第 59 号）4)にお
いて、「処理等により人の健康を損なうおそれがないと認められるフグの種類及び部位」により食
用可能なフグの種類および部位が詳細に定められ (Table i) 、その後も調査に基づいて食用可能な
種類や部位が一部見直され (Table ii) 、現在に至る。 









生している。2019 年 1 月に発表された「平成 30 年（2018 年）食中毒発生事例（速報）」によると、
2018 年 1 月から 2019 年 1 月 4 日までに厚生労働省に報告があったフグによる食中毒 10 件は、全


























的手法が研究されてきた。DNA を用いた品種鑑別の基盤となる DNA 鑑定は法医学領域において







加している。フグに関しては、これまでにもミトコンドリア DNA（mitochondrial DNA，以下 mtDNA
と示す）配列に基づく種判別法が研究されてきた。mtDNA とは、核 DNA とは別に、細胞小器官
であるミトコンドリア内に存在する DNA である。2003 年に、mtDNA のチトクローム b（cytochrome 
b，以下 cyt b と示す）部分領域を対象とした PCR-制限酵素断片長多型（PCR restriction fragment 
length polymorphism，以下 PCR-RFLP と示す）分析により 8 種のフグを判別する方法が報告され
た 29)。また、2006 年には mtDNA の 16S リボソーム RNA（16S ribosomal RNA，以下 16S rRNA と
示す）部分領域を対象とした RFLP 分析により 9 種のフグを判別する方法が報告された 30）が、対
象種は多くない。Ishizaki らはさらに、16S rRNA 領域の塩基配列を直接比較することにより種判
別を行う方法を提案し 30)、平成 20 年 4 月 25 日付食安輸発第 0425005 号通知 31)にて「遺伝子解析
法に基づいたフグ加工品の鑑別検査方法」として示され、全国の検疫所において種判別法として




していない 9)。さらに、核 DNA の Ptr 領域および myh6 領域を用いた種判別が行われたが、判別
に適用可能であるかは種に依存することが明らかになった 32)。また、ショウサイフグとゴマフグ




 そこで本研究では、トラフグとマフグ間の交雑種を対象に、mtDNA の塩基配列および核 DNA
上の短い反復配列から構成されるマイクロサテライト（microsatellite，以下 MS と示す）領域を用
いた両親種判別法を開発し、本法の再現性および適用性を検証した。トラフグとマフグ間の交雑
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（厚生省 環境衛生局長通知（環乳第 59 号）4）より転載） 
 
Table i 処理等により人の健康を損なうおそれがないと認められるフグの種類及び部位 
科名 種類（種名） 
部位 
筋肉 皮 精巣 
フグ科 
クサフグ 〇 － － 
コモンフグ 〇 － － 
ヒガンフグ 〇 － － 
ショウサイフグ 〇 － 〇 
マフグ 〇 － 〇 
メフグ 〇 － 〇 
アカメフグ 〇 － 〇 
トラフグ 〇 〇 〇 
カラス 〇 〇 〇 
シマフグ 〇 〇 〇 
ゴマフグ 〇 － 〇 
カナフグ 〇 〇 〇 
シロサバフグ 〇 〇 〇 
クロサバフグ 〇 〇 〇 
ヨリトフグ 〇 〇 〇 
サンサイフグ 〇 － － 
ハリセンボン科 
イシガキフグ 〇 〇 〇 
ハリセンボン 〇 〇 〇 
ヒトヅラハリセンボン 〇 〇 〇 
ネズミフグ 〇 〇 〇 
ハコフグ科 ハコフグ 〇 － 〇 
注 1 本表は、有毒魚介類に関する検討委員会における検討結果に基づき作成したものであり、 
 ここに掲載されていないフグであっても、今後、鑑別法及び毒性が明らかになれば追加する 
 こともある。 
 2 本表は、日本の沿岸域、日本海、渤海、黄海及び東シナ海で漁獲されるフグに適用する。た 
 だし岩手県越喜来湾及び釜石湾並びに宮城県雄勝湾で漁獲されるコモンフグ及びヒガンフ 
 グについては適用しない。 
 3 〇は可食部位 
 4 まれに、いわゆる両性フグといわれる雌雄同体のフグが見られることがあり、この場合の生 
 殖巣はすべて有毒部位とする。 
 5 筋肉には骨を、皮にはヒレを含む。 




（厚生省 環境衛生局長通知（環乳第 59 号）4）より転載） 
 
Table ii 処理等により人の健康を損なうおそれがないと認められるフグの種類及び可食部位（漁獲 
 海域が限定されているもの。） 












注 2 香川県及び岡山県の瀬戸内海域とは、愛媛県土居町仏崎から愛媛県魚島東端見通し線、香 
 川県と徳島県の境界から兵庫県上島灯台見通し線及び陸岸によって囲まれた海面のうち香 
 川県及び岡山県の漁業者が操業できる海面で漁獲されたものであること。 
























第 1 章 ミトコンドリア DNA を用いた母系種判別 
 
 1-1 目的 
 
 現在、全国の検疫所においてフグ加工品を対象に、フグ種判定のための検査が実施されてい
る 31)。その方法は、検体の可食部（筋肉部位）を試料として DNA を抽出し、mtDNA 中の 16S 
rRNA 遺伝子部分領域を増幅する定性 PCR である。得られた PCR 産物を用いてダイレクトシーク
エンスを行い、決定した塩基配列を既存のフグ種塩基配列と比較し種を判定する。本研究におい
ても Ishizaki ら 30)および横山 35)が決定した既存のフグ種塩基配列と比較し、種を判別した。本研
究では mtDNA 中の 16S rRNA および cyt b 部分領域を増幅し、種判別を行った。cyt b 部分領域の






 1-2 方法 
 




グと認定された各 4 個体（水産総合研究センターより恵与）の計 24 個体を用いた。 
 人工交雑種は、（雌）トラフグと（雄）マフグの交雑によるトラマ 3 個体（長崎大学より恵与）、
（雌）マフグと（雄）トラフグの交雑によるマトラ 8 個体（うち 3 個体は長崎大学、5 個体は水産
総合研究センターより恵与）の計 11 個体を用いた。 




2 個体（東京都市場衛生検査所より恵与）、トラフグとシマフグ間の交雑種と推定される 1 個体（東
京都市場衛生検査所より恵与）、ショウサイフグとゴマフグ間の交雑種と推定される 1 個体（東京
都市場衛生検査所より恵与）、ショウサイフグと不明種間の交雑種と推定される 3 個体（うち 1 個
体は水産総合研究センター、2 個体は東京都市場衛生検査所より恵与）、マフグと不明種間の交雑
種と推定される 1 個体（東京都市場衛生検査所より恵与）、ゴマフグと不明種間の交雑種と推定さ
れる 1 個体（東京都市場衛生検査所より恵与）、ムシフグと不明種間の交雑種と推定される 1 個体




お、人工交雑種 11 個体、トラフグ 2 個体およびトラフグとマフグ間の交雑種と推定される 6 個体
については、既に採取された筋肉もしくは鰭を 100% EtOH 中に浸漬し、使用時まで-30℃で保存
した。今回用いた試料を Table 1.1 に示した。また、試料の形態図を Fig. 1.1 に示した。なお、自然
交雑種 No. 1-6 は水産総合研究センターの柳本氏により種が推定された個体であるため、形態図は
示していない。 
 
  1-2-2 ゲノム DNA の抽出 
 
 ゲノム DNA の抽出には QuickGene DNA tissue kit S（倉敷紡績）を用いた。まず、各試料の筋肉
を滅菌したピンセットとメスを用いて細かく刻み、20 mg を滅菌した 1.5 mL 容エッペンドルフチ
ューブに移した。鰭を用いる場合にも同様に細かく刻み、2 mg を滅菌した 1.5 mL 容エッペンドル
フチューブに移した。Tissue Lysis Buffer MDT 180 µL、Proteinase K EDT 20 µL を加え 15 秒間ボル
テックスし、数秒間スピンダウンした後、55℃で 1 時間インキュベートした。その後、23℃、10,000 
rpm (9,167×g) で 3 分間遠心分離し、上清を新たなエッペンドルフチューブに移した。Lysis Buffer 
LDT 180 µL を加え 15 秒間ボルテックスし、数秒間スピンダウンした後、70℃で 10 分間インキュ
ベートした。100% EtOH 240 µL を加え 15 秒間ボルテックスし、数秒間スピンダウンして溶解液
を得た。次に、QuickGene-810（富士フイルム）を用いて溶解液から DNA を抽出した。キャリッ
ジに Cartridge、Waste Tube、Collection Tube をセットし、Cartridge に溶解液をアプライする方法で
行った。最終的に QuickGene-810 の DNA TISSUE モードで Wash Buffer WDT による洗浄を行った
後、Elution Buffer CDT 200 µL に溶解させ DNA 試料原液とした。得られた DNA 試料原液を 2 µL
取り、BioSpec-nano（島津製作所）を用いて DNA 濃度および光学密度（Optical Density, 以下 O.D.
と示す）260 および 280 の値を測定した。DNA 試料原液は使用時まで-25℃で保存した。 
 
1-2-3 16S rRNA および cyt b 領域を対象とした PCR 増幅 
 
 プライマーセットには mtDNA 中の 16S rRNA 部分領域を増幅することができるユニバーサル
プライマーを採用し、16Sar-L および 16Sbr-H を用いた。プライマー配列は Table 1.2 に示し、mtDNA
の簡易構造および PCR 増幅に用いた領域は Fig. 1.2 に示した。一方、mtDNA 中の cyt b 部分領域
を増幅することができるユニバーサルプライマーは L14317Glu および H15149 を用いた。同様に
プライマー配列は Table 1.2 に示し、PCR 増幅に用いた領域は Fig. 1.2 に示した。PCR 増幅には
TaKaRa Ex Taq®（タカラバイオ）を用いた。0.2 mL 容 PCR チューブに TaKaRa Ex Taq (5 U/µL) 1.25 
U、10×Ex Taq Buffer (20 mM Mg2+ plus) 5 µL、dNTP Mixture (2.5 mM each) 4 µL、10 µM Forward primer 
1 µL（終濃度 0.2 µM）、10 µM Reverse primer 1 µL（終濃度 0.2 µM）、DNA 50 ng を加え、滅菌水で
50 µL の反応系とした。温度条件は 98℃で 10 秒、53℃で 30 秒、72℃で 60 秒を 1 サイクルとし、
30 サイクル行った。なお、cyt b 部分領域の PCR 増幅を行う場合はアニーリング温度を 55℃とし
た。PCR 増幅後、得られた反応液 10 µL を GelGreen® Nucleic Acid Stain, 10,000X in water (BIOTIUM) 





  1-2-4 PCR 産物の精製 
 
 PCR 産物の精製には ExoSAP-IT® Express PCR Product Cleanup (affymetrix) を用いた。0.2 mL 容
PCR チューブに PCR 産物 5 µL、滅菌水で 10 倍希釈した ExoSAP-IT® Express PCR Product Cleanup 
2 µL を加え、37℃で 4 分間酵素反応を行い、80℃で 1 分間加熱して酵素を失活させた。 
 
  1-2-5 塩基配列の決定 
 
 精製した PCR 産物をラベリング反応に供した。ラベリング反応には BigDye® Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) を用い、シーケンサーとして 4 キャピラリー型 ABI 
PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) を用いて塩基配列を決定した。ラベリング反
応は 0.2 mL 容 PCR チューブに精製した PCR 産物 3.5 µL、2 µM プライマー0.8 µL（終濃度 0.16 
µM）、5×Sequencing Buffer 1.5 µL、BigDye® Terminator v3.1 1.0 µL を加え、滅菌水で 10 µL の反応
系とした。温度条件は 96℃で 1 分間加熱後、96℃で 10 秒、50℃で 5 秒、60℃で 4 分を 1 サイク
ルとし、25 サイクル行った。ラベリング反応後、エタノール沈殿法を用いて未反応の蛍光ターミ
ネーターを除去した。 
すなわち、1.5 mL 容エッペンドルフチューブにラベリング反応後の PCR 産物 10 µL、125 mM 
EDTA (pH 8.0) 2.5 µL、100% EtOH 30 µL を加え 15 秒間ボルテックスし、室温で 15 分間静置した。
その後、4℃、15,000 rpm (20,627×g) で 20 分間遠心分離後、上清を除去した。70% EtOH 30 µL を
加え、4℃、15,000 rpm (20,627×g) で 10 分間遠心分離後、再度上清を除去した。エッペンドルフ
チューブの蓋を開けアルミホイルで覆い、7 分間真空乾燥を行い沈殿を乾燥させた。エッペンド
ルフチューブの蓋を閉め数秒間スピンダウンした後、Hi-DiTM Formamide (Applied Biosystems) 15 µL
を加えボルテックスし、再度スピンダウンした。95℃で 3 分間加熱後、氷上で 2 分間冷却し、こ
れをシークエンスサンプルとした。シークエンスサンプルを ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer に
供し、塩基配列を決定した。データの解析には SeqEd v1.0.3 (PerkinElmer) を用いた。 
種判別には DNASIS pro（日立ソリューションズ）および DNASIS Taxon（日立ソリューション
ズ）を用いた。決定した塩基配列を、既存のトラフグ属魚種の 16S rRNA および cyt b 部分領域塩
基配列データベースに BLAST 検索し、相同性が 99.0%以上を示す種でありかつ同一の相同性を示
す他種が存在しない場合に種を判別できたと判断した。既存のトラフグ属魚種における 16S rRNA












 単一系統種および人工交雑種、自然交雑種の母系種判別結果を Table 1.3 に示した。単一系統と
推定されたマフグ 1 個体（マフグ No. 3）、クサフグ 1 個体（クサフグ No. 1）、ゴマフグ 1 個体（ゴ
マフグ No. 2）、人工交雑種であるマトラ 8 個体（マトラ No. 1-8）、トラフグとシマフグ間の交雑
種と推定された 1 個体（自然交雑種 No. 8）、トラフグと不明種間の交雑種と推定された 1 個体（自
然交雑種 No. 17）、マフグと不明種間の交雑種と推定された 1 個体（自然交雑種 No. 18）、トラフ
グとマフグもしくはショウサイフグ間の交雑種と推定された 1 個体（自然交雑種 No. 23）および
既存のトラフグ、マフグ、クサフグ、ゴマフグの 16S rRNA 部分領域塩基配列を Fig. 1.5 に示した。
単一系統と推定されたトラフグ 2 個体（トラフグ No. 1, 4）、マフグ 2 個体（マフグ No. 2, 4）、ク
サフグ 1 個体（クサフグ No. 1）、ゴマフグ 1 個体（ゴマフグ No. 1）、トラフグとマフグ間の交雑
種と推定された 2 個体（自然交雑種 No. 2, 4）、トラフグと不明種間の交雑種と推定された 2 個体
（自然交雑種 No. 13, 14）、マフグと不明種間の交雑種と推定された 1 個体（自然交雑種 No. 18）、
トラフグとマフグもしくはショウサイフグ間の交雑種と推定された 1 個体（自然交雑種 No. 23）、
ショウサイフグと不明種間の交雑種と推定された 1 個体（自然交雑種 No. 26）および既存のトラ













27 個体において、母系種と形態学的特徴から推定された種が一致したのは 22 個体（自然交雑種
No. 1-7, 9-19, 21-23, 27）であった。母系種が形態学的特徴から推定された種以外を示したものは 5
個体（自然交雑種 No. 8, 20, 24-26）であったが、いずれにおいても母系種由来と推定される特徴
が現れていることを確認した。判定された母系種と形態学的特徴を基に、父系種を推定すること
ができたものは 11 個体（自然交雑種 No. 1-6, 8, 20, 21, 23, 24）であった。現段階では、16 個体に
おいて父系種の推定が困難であったが、うち 3 個体においてはおおよその父系種を推定すること
ができた。 






 さらに、ゴマフグと不明種間の交雑種と推定された個体（自然交雑種 No. 19）の母系種はゴマ
フグであると判定された。形態学的特徴から推定された種はゴマフグのみであったが、形態が自
然交雑種 No. 20 と非常に近似しており、父系種はショウサイフグである可能性が高いと考えられ
た。 



































Table 1.1 List of natural hybrid pufferfish used for maternal species identification 
Natural hybrid No. Date Locality Species by morphology 
1 2016.01.05 unknown Torafugu, Mafugu 
2 2016.01.05 unknown Torafugu, Mafugu 
3 2016.01.05 unknown Torafugu, Mafugu 
4 2017.01.20 unknown Torafugu, Mafugu 
5 2017.01.20 unknown Torafugu, Mafugu 
6 2017.01.20 unknown Torafugu, Mafugu 
7 2016.03.01 Nagasaki Pref. Torafugu, unknown 
8 2016.03.17 unknown Torafugu, Shimafugu 
9 2016.04.01 Mie Pref. Torafugu, Higanfugu or Akamefugu 
10 2016.01.23 Kanagawa Pref. Torafugu, unknown 
11 2016.01.23 Kanagawa Pref. Torafugu, unknown 
12 2016.01.23 Kanagawa Pref. Torafugu, unknown 
13 2016.01.23 Kanagawa Pref. Torafugu, unknown 
14 2016.01.23 Kanagawa Pref. Torafugu, unknown 
15 2016.01.23 Kanagawa Pref. Torafugu, unknown 
16 2016.01.23 Kanagawa Pref. Torafugu, unknown 
17 2016.01.23 Kanagawa Pref. Torafugu, unknown 
18 2016.04.23 Shizuoka Pref. Mafugu, unknown 
19 2016.05.19 Niigata Pref. Gomafugu, unknown 
20 2014.06.18 unknown Shosaifugu, unknown 
21 2016.07.14 Miyagi Pref. Shosaifugu, Gomafugu 
22 2016.09.12 Kanagawa Pref. Torafugu, Mafugu or Shosaifugu 
23 2016.09.12 Chiba Pref. Torafugu, Mafugu or Shosaifugu 
24 2016.10.18 Aichi Pref. Mushifugu, unknown 
25 2016.10.21 Kanagawa Pref. Shosaifugu, unknown 
26 2016.10.21 Kanagawa Pref. Shosaifugu, unknown 













Torafugu (Takifugu rubripes) 
(Photo by Ministry of Health, Labour and Welfare3)) 
 
 
Mafugu (T. porphyreus) 
 
 
Kusafugu (T. alboplumbeus) 
 
 









Shimafugu (T. xanthopterus) 
 
 
Komonfugu (T. flavipterus) 
 
 
Artificial hybrid pufferfish Torama (♀ T. rubripes×♂ T. porphyreus) 
(Photo by Dr. Arakawa and Dr. Takatani at Nagasaki University) 
 
 
Artificial hybrid pufferfish Matora (♀ T. porphyreus×♂ T. rubripes) 
(Photo by Dr. Arakawa and Dr. Takatani at Nagasaki University) 
 
 




Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Torafugu and unknown pufferfish (Natural hybrid 
pufferfish No. 7) 
 
 




Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Torafugu and Higanfugu or Akamefugu (Natural 
















Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Torafugu and unknown pufferfish (Natural hybrid 
pufferfish No. 10-17) 
 
 
Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Mafugu and unknown pufferfish (Natural hybrid 
pufferfish No. 18) 
 
 
Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Gomafugu and unknown pufferfish (Natural hybrid 










Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Shosaifugu and unknown pufferfish (Natural hybrid 
pufferfish No. 20) 
 
 




Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Torafugu and Mafugu or Shosaifugu (Natural hybrid 
pufferfish No. 22) 
 
 
Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Torafugu and Mafugu or Shosaifugu (Natural hybrid 
pufferfish No. 23) 
 




Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Mushifugu and unknown pufferfish (Natural hybrid 
pufferfish No. 24) 
 
 
Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Shosaifugu and unknown pufferfish (Natural hybrid 
pufferfish No. 25) 
 
 
Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Shosaifugu and unknown pufferfish (Natural hybrid 
pufferfish No. 26) 
 
 
Natural hybrid pufferfish estimated to be consisting of Torafugu and unknown pufferfish (Natural hybrid 
pufferfish No. 27) 
 
Fig. 1.1 Continued. 
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Fig. 1.3 DNA sequences of partial 16S rRNA gene from 13 pufferfish species. 
 A dot (.) indicates identity with the 1st sequence. 
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Fig. 1.4 DNA sequences of partial cyt b gene from 13 pufferfish species. 
 A dot (.) indicates identity with the 1st sequence. 
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Fig. 1.4 Continued. 
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Komonfugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Akamefugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mefugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

































Torafugu G T A A T G G C C A C C G C T T T C G T A G G C T A C G T T C T T C C A
Karasu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . C . . . . . .
Shimafugu . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . G . . . . . C . . . . . .
Shosaifugu . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . A . . . . . . . . . . . .
Nashifugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . C . . C . . .
Higanfugu . . G . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . A . . . . . . . . . . . .
Komonfugu . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . C . . . . . .
Akamefugu . . G . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . .
Mefugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . C . . . . . .
Mushifugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . C . . . . . .
25 
 
Table 1.3 Maternal species identification of pufferfish by sequence of 16S rRNA region and cyt b region 
Sample 







Torafugu 1 Torafugu 511/511 Torafugu, Karasu 410/411 
 2 Torafugu 521/521 Torafugu, Karasu 418/418 
 3 Torafugu 500/500 Torafugu, Karasu 390/390 
 4 Torafugu 495/495 Torafugu, Karasu 390/392 
Mafugu 1 Mafugu, Mefugu 434/434 Mafugu 343/343 
 2 Mafugu, Mefugu 479/479 Mafugu 372/373 
 3 Mafugu, Mefugu 498/499 Mafugu 400/400 
 4 Mafugu, Mefugu 508/508 Mafugu 412/413 
Kusafugu 1 Kusafugu 431/432 Kusafugu 353/354 
 2 Kusafugu 443/443 Kusafugu 375/375 
 3 Kusafugu 443/443 Kusafugu 380/380 
 4 Kusafugu 487/487 Kusafugu 321/321 
Gomafugu 1 Gomafugu 496/496 Gomafugu 372/373 
 2 Gomafugu 451/452 Gomafugu 371/371 
 3 Gomafugu 445/445 Gomafugu 375/375 
 4 Gomafugu 433/433 Gomafugu 373/373 
Shimafugu 1 Shimafugu 436/436 Shimafugu 373/373 
 2 Shimafugu 403/403 Shimafugu 338/338 
 3 Shimafugu 440/440 Shimafugu 380/380 
 4 Shimafugu 484/484 Shimafugu 370/370 
Komonfugu 1 Komonfugu 477/477 Komonfugu 379/379 
 2 Komonfugu 441/441 Komonfugu 370/370 
 3 Komonfugu 509/509 Komonfugu 388/388 
 4 Komonfugu 415/415 Komonfugu 385/385 
Artificial hybrid Torama 1 Torafugu 516/516 Torafugu, Karasu 396/396 
 2 Torafugu 457/457 Torafugu, Karasu 392/392 
 3 Torafugu 522/522 Torafugu, Karasu 388/388 
Artificial hybrid Matora 1 Mafugu, Mefugu 502/503 Mafugu 408/408 
 2 Mafugu, Mefugu 500/501 Mafugu 404/404 
 3 Mafugu, Mefugu 502/503 Mafugu 405/405 
 4 Mafugu, Mefugu 460/461 Mafugu 401/401 
 5 Mafugu, Mefugu 499/500 Mafugu 401/401 




Table 1.3 Continued 
Sample 







Artificial hybrid Matora 7 Mafugu, Mefugu 501/503 Mafugu 412/412 
 8 Mafugu, Mefugu 500/501 Mafugu 407/407 
Natural hybrid 1 Torafugu 508/508 Torafugu, Karasu 400/400 
 2 Mafugu, Mefugu 441/441 Mafugu 404/406 
 3 Torafugu 441/441 Torafugu, Karasu 404/404 
 4 Mafugu, Mefugu 501/501 Mafugu 401/403 
 5 Torafugu 513/513 Torafugu, Karasu 402/402 
 6 Torafugu 501/501 Torafugu, Karasu 420/420 
 7 Torafugu 396/396 Torafugu, Karasu 385/385 
 8 Mafugu, Mefugu 495/496 Mafugu 419/419 
 9 Torafugu 482/482 Torafugu, Karasu 329/329 
 10 Torafugu 485/485 Torafugu, Karasu 390/390 
 11 Torafugu 479/479 Torafugu, Karasu 342/342 
 12 Torafugu 453/453 Torafugu, Karasu 416/416 
 13 Torafugu 466/466 Torafugu, Karasu 390/391 
 14 Torafugu 471/471 Torafugu, Karasu 407/408 
 15 Torafugu 459/459 Torafugu, Karasu 416/416 
 16 Torafugu 456/456 Torafugu, Karasu 403/403 
 17 Torafugu 522/523 Torafugu, Karasu 412/412 
 18 Mafugu, Mefugu 516/517 Mafugu 377/378 
 19 Gomafugu 522/522 Gomafugu 371/371 
 20 Gomafugu 410/410 Gomafugu 363/363 
 21 Shosaifugu 513/513 Shosaifugu 388/388 
 22 Torafugu 526/526 Torafugu, Karasu 404/404 
 23 Mafugu, Mefugu 527/528 Mafugu 392/393 
 24 Torafugu 531/531 Torafugu, Karasu 404/404 
 25 Mafugu, Mefugu 528/528 Mafugu 406/406 
 26 Mafugu, Mefugu 522/522 Mafugu 397/399 









Fig. 1.5 Comparison of DNA sequences of the partial 16S rRNA gene from 19 pufferfish. 
 A dot (.) indicates identity with the 1st sequence. 
 A bold indicates difference from the sequence on the database. 
Torafugu C G C C T C T T G C T T C A G T G A A T A A G A G G T C A C G C C T G C C C T G T G A C T A T A T G
Natural hybrid No. 17 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . .
Matora No. 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . .
Matora No. 4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . .
Matora No. 5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . .
Matora No. 6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 7 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . .
Natural hybrid No. 8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Gomafugu . . . . . . . . . . C . T . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu No. 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Torafugu T T T A A C G G C C G C G G T A T T T T - G A C C G T G C A A A G G T A G C G C A A T C A C T T G T
Natural hybrid No. 17 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu No. 2 - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu C C T T T A A A T G T G G A C C T G T A T G A A T G G C A T A A C G A G G G C T T A G C T G T C T C
Natural hybrid No. 17 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .




Fig. 1.5 Continued. 
 
 
Torafugu C T T T C T C A A G T C A A T G A A C T T G A T C T C C C C G T G C A G A A G C G G G G A T A A A A
Natural hybrid No. 17 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . .
Gomafugu No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . .
Torafugu C C A T A A G A C G A G A A G A C C C T A T G G A G C T T T A G A C A A A A A A C A G C C C C T G T
Natural hybrid No. 17 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu C A A T A A A C C C T A A A T A A A G G - G A A T A A A C C T A G T G A A C C T G T T T T A A T G T
Natural hybrid No. 17 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Matora No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 8 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - A . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . .
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Fig. 1.6 Comparison of DNA sequences of the partial cyt b gene from 17 pufferfish. 
 A dot (.) indicates identity with the 1st sequence. 
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Kusafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . .
Gomafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . C
Torafugu A C C C C C T C A A A C A T T T C C G C C T G A T G A A A C T T T G G C T C T C T A C T C G G A T T
Torafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . .
Torafugu No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 2 . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 4 . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 2 . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 4 . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 26 . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .










Torafugu A T G C C T T A T T A C A C A A A T C A T C A C A G G A C T G T T C C T T G C A A T A C A C T A C A
Torafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 26 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . T . . . .
Kusafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . T . . T .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu C A T C C G A C A T C T C T A C C G C C T T T T C A T C C G T A G C C C A C A T T T G C C G A G A C
Torafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 2 . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 4 . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . C . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 2 . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 4 . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 26 . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . G . . . . . T . . . . . . . . . . . .
Gomafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . G . . . . . T . . . . . . . . . . . .
Torafugu G T A A A C T A C G G C T G A C T A A T T C G C A A T C T A C A C G C A A A C G G T G C C T C A T T
Torafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 2 . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 4 . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 26 . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .










Torafugu C T T T T T T A T T T G C T T A T A C T C C C A C A T C G G C C G A G G T C T T T A C T A T G G C T
Torafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Mafugu No. 2 . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Mafugu No. 4 . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 2 . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 4 . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 26 . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . C . . . . . G . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 . . . . . . . . . C . . . . . G . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .
Gomafugu . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . C . . . . . . . . T .
Gomafugu No. 1 . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . C . . . . . . . . T .
Torafugu C T T A C C T A A G T A A A G A A A C C T G A A A C G T A G G G G T A G T C C T C T T A C T T T T A
Torafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu No. 4 . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 18 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 23 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Natural hybrid No. 26 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Gomafugu . C . . . . . G . . C . . . . . . . . . . . G . . . . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Gomafugu No. 1 . C . . . . . G . . C . . . . . . . . . . . G . . . . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . . . - -
Torafugu G T A A T G G C C A C C G C T T T C G T A G G C T A C G T T C T T C C A
Torafugu No. 1 . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Torafugu No. 4 . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Natural hybrid No. 13 . . . . . . - . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Natural hybrid No. 14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - -
Mafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . C . . . . . .
Mafugu No. 2 . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Mafugu No. 4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . - - - - - - - - - -
Natural hybrid No. 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - -
Natural hybrid No. 4 . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Natural hybrid No. 18 . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Natural hybrid No. 23 . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Natural hybrid No. 26 . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Kusafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . G . . . . . C . . . . . .
Kusafugu No. 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Gomafugu . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . A . . . . . . . . . . . .
Gomafugu No. 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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第 2 章 父系種判別のための核 DNA マイクロサテライトマーカーの選抜 
 
 2-1 目的 
 
 第 1 章において、mtDNA 解析により単一系統種、人工交雑種および自然交雑種の母系種判別が
可能であることが示されたが、父系種の判別には至らなかった。そのため、核 DNA を用いた両親
種判別法の開発を試みた。すなわち、核 DNA のうち、母親由来の DNA と父親由来の DNA が共
に検出される共優性マーカーである MS 領域に着目した。これは、サケの自然交雑種の両親がカ
ラフトマス  Oncorhynchus gorbuscha とシロザケ  Oncorhynchus keta、アメマス  Salvelinus 
leucomaenis とカワマス Salvelinus fontinalis であると判定された報告 36, 37)やメバル Sebastes inermis
の父系判別試験を行った報告 38)、マダイの親子鑑定を行った報告 39)に基づいている。Takagiら 40)、
Furukawa ら 41)、Cui ら 42)、Kai ら 13)、古川 43)は既に各種 MS 遺伝子座を明らかにしており、トラ
フグとマフグ間の交雑種における両親種判別に適用可能な MS マーカーを探索するため、3-4 塩基
の反復配列から構成される MS 遺伝子座を 8 個選抜した。選抜した 8 個の MS 遺伝子座を対象と
したプライマーセットを用いて PCR 増幅を行い、MS 多型が反映されると考えられる PCR 産物の
分子量を比較し、トラフグとマフグの種判別に適用可能な MS マーカーを選抜した。両親が既知
の人工交雑種トラマおよびマトラを用いて PCR 産物の分子量を比較するとともに、PCR 産物の分
子量に普遍性があるかを確認した。 
 さらに、形態学的特徴から単一系統であると推定され、第 1 章の mtDNA 解析により母系種が
トラフグまたはマフグであると判定された個体についても PCR 産物の分子量を比較し、MS 遺伝






  2-2-1 試料 
 
 試料には単一系統トラフグ 4 個体、単一系統マフグ 4 個体、人工交雑種 11 個体（トラマ 3 個
体、マトラ 8 個体）を用いた。 
 
  2-2-2 マイクロサテライト領域を対象とした PCR 増幅 
 
 各 MS 領域の増幅に用いたプライマーセットの配列は Table 2.1 に示した。PCR 増幅には TaKaRa 
Ex Taq®（タカラバイオ）を用いた。0.2 mL 容 PCR チューブに TaKaRa Ex Taq (5 U/µL) 0.625 U、
10×Ex Taq Buffer (20 mM Mg2+ plus) 2.5 µL、dNTP Mixture (2.5 mM each) 2 µL、10 µM Forward primer 
0.5 µL（終濃度 0.2 µM）、10 µM Reverse primer 0.5 µL（終濃度 0.2 µM）、DNA 25 ng を加え、滅菌
水で 25 µL の反応系とした。温度条件は 94℃で 5 分間加熱後、94℃で 30 秒、各アニーリング温
35 
 
度で 30 秒、72℃で 30 秒を 1 サイクルとし、40 サイクル行った。PCR 増幅後、得られた反応液 10 
µL を GelGreen® Nucleic Acid Stain, 10,000X in water (BIOTIUM) 入り 2.0%アガロースゲル電気泳
動に供した。通電は 100 V で 60 分間とし、LAS-4000mini（富士フイルム）を用いて泳動パターン
を確認した。 
 
  2-2-3 PCR 産物の精製 
 
 電気泳動の結果、2 本のバンドが確認された PCR 産物の精製は Freeze ‘N Squeeze DNA ゲル抽
出スピンカラム (BIORAD) を用いて行った。すなわち、2.0%アガロースゲル電気泳動において目
的位置に得られたバンドを剃刀で切り出し、Freeze ‘N Squeeze DNA ゲル抽出スピンカラムに入れ
た。-20℃で 5 分間凍結した後、20℃、13,000×g で 3 分間遠心分離した。 
 電気泳動の結果、バンドが 1 本のみ確認された PCR 産物の精製は Agencourt AMPure XP 
(BECKMAN COULTER) を用いて行った。すなわち、96 ウェル PCR プレートに PCR 産物 10 µL、
AMPure XP 18 µL を加え 10 回ピペッティングし、室温で 5 分間放置した。その後、マグネットプ
レート上で 2 分間静置し、上清を除去した。70% EtOH 200 µL を加え、マグネットプレート上で
30 秒間静置し、上清を除去した。再度 70% EtOH 200 µL を加え、マグネットプレート上で 30 秒
間静置し、上清を除去した後、4 分間風乾した。マグネットプレートから外し、滅菌水 40 µL を加
え 10 回ピペッティングし、室温で 5 分間放置した。再びマグネットプレート上で 1 分間静置し、
上清を 0.2 mL 容 PCR チューブに移した。 
 
  2-2-4 サブクローニング 
 
 人工交雑種に関しては TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen) を用いてサブクローニングを行っ
た。すなわち、0.2 mL 容 PCR チューブに精製した PCR 産物 2 µL、滅菌水 2 µL、Salt Solution 1 µL、
pCRTM 2.1-TOPO® vector 1 µL の順に加え、ベクターのセルフライゲーションを防ぐために静かに
1 回ピペッティングし、室温で 5 分間インキュベートした。全量を氷上で解凍したコンピテント
セル（大腸菌 JM109 株）100 µL に加え、5 回ピペッティングした後、氷上で 10 分間静置し、大腸
菌を形質転換させた。42℃で 45 秒間加熱し、氷上で 2 分間静置した。あらかじめ 4℃に冷やして
おいた SOC 培地 900 µL を加え 1 回ピペッティングし、37℃、200 rpm で 1 時間振盪培養を行っ
た。表面を乾燥させた LB 寒天培地に菌液 100 µL を播種し、37℃で 16-24 時間培養した。用いた
SOC 培地および LB 寒天培地の組成は Table 2.2 および Table 2.3 に示した。 
 次にコロニーPCR を行い、目的産物が挿入されたコロニーを選抜した。プライマーセットはベ
クター上の T7 Promoter および M13 Reverse primer を採用し、プライマー配列は Table 2.4 に示し
た。PCR 増幅には EmeraldAmp® Max PCR Master Mix（タカラバイオ）を用いた。0.2 mL 容 PCR
チューブに EmeraldAmp® Max PCR Master Mix (2×premix) 10 µL、10 µM T7 Promoter 0.4 µL（終濃
度 0.2 µM）、10 µM M13 Reverse Primer 0.4 µL（終濃度 0.2 µM）を加え、滅菌水で全量を 20 µL と
した。白色コロニーを滅菌した爪楊枝で拾い、LB 寒天培地に植菌した後、コロニーPCR 用プレミ
ックス溶液中に溶かし入れた。温度条件は 98℃で 2 分間加熱後、98℃で 10 秒、53℃で 30 秒、
36 
 
72℃で 30 秒を 1 サイクルとし 30 サイクル行った後、72℃で 10 分間加熱し、最終伸長を行った。
PCR 増幅後、得られた反応液 10 µL を GelGreen® Nucleic Acid Stain, 10,000X in water (BIOTIUM) 
入り 2.0%アガロースゲル電気泳動に供した。通電は 100 V で 30 分間とし、LAS-4000mini（富士
フイルム）を用いてバンドを確認した。目的産物の分子量にベクター配列 179 bp が結合した分子
量のコロニーを選抜した。 
 単一系統種に関しては pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) を用いてサブクローニングを行
った。すなわち、0.2 mL 容 PCR チューブに 2×Rapid Ligation Buffer 5 µL、精製した PCR 産物 3 µL、
pGEM®-T Easy Vector (50 ng/µL) 1 µL、T4 DNA Ligase 1 µL の順に加え、ベクターのセルフライゲ
ーションを防ぐために静かに 1 回ピペッティングし、4℃で一晩インキュベートした。全量を氷上
で解凍したコンピテントセル（大腸菌 JM109 株）100 µL に加え、5 回ピペッティングした後、氷
上で 20 分間静置し、大腸菌を形質転換させた。42℃で 45 秒間加熱し、氷上で 2 分間静置した。
SOC 培地 900 µL を加え 1 回ピペッティングし、37℃、35 rpm で 1.5 時間振盪培養を行った。表面
を乾燥させた LB 寒天培地に菌液 100 µL を播種し、37℃で 16-24 時間培養した。 
 コロニーPCR のプライマーセットはベクター上の T7 Promoter および SP6 Promoter を採用し、
プライマー配列は Table 2.4 に示した。PCR 増幅には EmeraldAmp® Max PCR Master Mix（タカラ
バイオ）を用い、M13 Reverse primer に代わり SP6 Promoter を用いた以外は同様の方法で行った。
PCR 増幅後、同様にアガロースゲル電気泳動に供し、バンドを確認した。目的産物の分子量にベ
クター配列 176 bp が結合した分子量のコロニーを選抜した。 
 
  2-2-5 塩基配列および反復回数の決定 
 
 PCR 産物の精製は、電気泳動によりバンドが 2 本確認されたコロニーに関しては Freeze ‘N 
Squeeze DNA ゲル抽出スピンカラム (BIORAD) を用いて行った。バンドが 1 本であったコロニー
に関しては ExoSAP-IT® Express PCR Product Cleanup (affymetrix) を用い、1-2-4 PCR 産物の精製と
同様の方法で行った。 
 精製した PCR 産物を BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) を用い
たラベリング反応に供し、エタノール沈殿法による精製を行った後、シークエンスサンプルを ABI 
PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) に供し、塩基配列を決定した。なお、ラベリン
グ反応のプライマーは、人工交雑種に関しては T7 Promoter もしくは M13 Reverse primer を用い、
単一系統種に関しては T7 Promoter もしくは SP6 Promoter を用いた。1-2-5 塩基配列の決定と同様










 2-3 結果および考察 
 
 8 種の MS 領域を対象とした PCR 産物の電気泳動結果を Fig. 2.1-2.16 に示した。MS 領域にて
PCR 産物の泳動位置が異なることは分子量が異なることを示しており、すなわち反復回数が異な
ることを意味する。よって、分子量の異なる PCR 産物が得られた MS 領域は父系種判別に適用可
能であると考えられる。 
 今回対象とした 8 種の MS 領域のうち、GCA 反復配列から構成される MS 領域を除く 7 種の
MS 領域においては、普遍的かつ明瞭な差異を示さないことが確認された (Fig. 2.1-2.14) 。CATC
から構成される MS 領域を対象とした PCR 増幅の結果 (Fig. 2.1, 2.2) 、人工交雑種において複数
本のバンドが確認されたが、バンドの数および分子量は個体により異なっており、単一系統種に
おいてもバンドが 1 本の個体や複数本の個体が存在していた。この MS 領域は個体差が大きく同
一種内で多型を示すことから、個体識別には有用であるが、トラフグとマフグの判別には適用で
きないことが明らかになった。TAA から構成される MS 領域を対象とした PCR 増幅の結果 (Fig. 
2.3, 2.4) 、人工交雑種において分子量がほぼ同一の 1 本のバンドが確認された。単一系統種にお
いてもマフグ 2 個体を除いて、同一分子量のバンドが 1 本確認されたが、単一系統のトラフグと
マフグの分子量に差異が確認されなかったため、この MS 領域はトラフグとマフグの判別には適
用できないことが明らかになった。CAAA、TCA、ATT から構成される MS 領域を対象とした PCR
増幅の結果 (Fig. 2.5-2.10) 、人工交雑種において分子量がほぼ同一のバンドが確認され、単一系
統種においてもほぼ同一分子量のバンドが確認された。CAAA から成る MS 領域 (Fig. 2.6) では、
トラフグにおいてはバンドが 1 本の個体と 2 本の個体が確認され、マフグにおいては 1 個体で増
幅がみられなかった。TCA から成る MS 領域 (Fig. 2.8) では、トラフグにおいては分子量がほぼ
同一であったが、マフグにおいては分子量に個体差がみられた。ATT から成る MS 領域 (Fig. 2.10) 
では、トラフグ、マフグともに分子量に個体差がみられた。これらの MS 領域は、トラフグとマ
フグにおける分子量の差異が小さく、個体差がみられたため、トラフグとマフグの判別には適用
できないことが明らかになった。AGC、AATC から構成される MS 領域を対象とした PCR 増幅の
結果 (Fig. 2.11, 2.13) 、人工交雑種においてはマトラ 3 個体（AGC では 2 個体、AATC では 1 個
体）を除いてバンドが確認された。AGC から成る MS 領域 (Fig. 2.12) では、トラフグにおいてバ
ンドの数および分子量に個体差がみられた。人工交雑種においても同様にバンドの数および分子
量に個体差がみられることから、この MS 領域はトラフグとマフグの判別には適用できないこと
が明らかになった。AATC から成る MS 領域 (Fig. 2.14) では、マフグにおいてバンドの数および
分子量に個体差がみられ、この MS 領域もトラフグとマフグの判別には適用できないことが明ら
かになった。 
 一方、GCA から構成される MS 領域を対象とした PCR 増幅の結果 (Fig. 2.15, 2.16) 、人工交雑
種において分子量の異なる 2 本のバンドが確認された。単一系統種においては、トラフグでは分
子量の大きい 1 本のバンドがみられ、マフグでは分子量の小さい 1 本のバンドが確認された。ト





あると判断された。以上の結果より、GCA から構成される MS 領域を対象として MS 解析を行う
こととした。 
 GCA の反復回数および MS 解析を基にした両親種、第 1 章の mtDNA 解析により判別された母
系種と 2 種類の判別法の組み合わせにより判定した父系種判別結果を Table 2.5 に示した。反復回
数欄の「/」は分子量の差異を示しており、「分子量が小さい PCR 産物の反復回数/分子量が大きい
PCR 産物の反復回数」として記載している。 
 MS 解析より、両親が既知の人工交雑種において、トラフグ由来である GCA 反復回数が 23-42
回 (314-371 bp) の MS、マフグ由来である GCA 反復回数が 6 回 (262 bp) の MS が検出された。
また、トラフグにおける PCR 産物の反復回数は 28-44 回 (329-377 bp) 、マフグにおける PCR 産
物の反復回数は 6-7 回 (262-265 bp) であった。よって本 MS 領域はトラフグとマフグの判別に適
用可能であることが示された。人工交雑種 11 個体のうち、マトラ No. 6 およびマトラ No. 8 にお
けるトラフグ由来 PCR 産物の分子量は約 310 bp であり、他のトラフグ由来 PCR 産物に比べ小さ
かったが、これらの反復回数が 23, 24 回であったことから、分子量の差異は反復回数の違いに起
因していることが確認された。トラフグ No. 2（反復回数 36 回）およびマフグ No. 2（反復回数 6
回）における本 MS 領域の塩基配列を Fig. 2.17 に示した。トラフグとマフグにおいて、プライマ
ーに挟まれた反復配列以外の塩基配列は 2 塩基を除いて一致していることから、個体による分子
量の差異は全て反復回数の違いに起因することが明らかになった。また、同じ個体においてもコ
ロニーの違いにより、反復回数に違いが現れた個体が確認された。MS 領域を対象とした PCR 増
幅において、Taq ポリメラーゼが伸長反応をする段階で鋳型 DNA とずれてしまうことが推察され








ないが、異なる反復回数が 3 つ確認された個体（トラマ No. 1, 2、マトラ No. 7）では両方の現象
が関連していると推定される。 
 本 MS 領域において、トラフグでは 23-44 回 (314-377 bp) 、マフグでは 6-7 回 (262-265 bp) の
GCA 反復配列が保存されており、トラフグとマフグ間の人工交雑種では、トラフグ由来およびマ
フグ由来の GCA 反復配列が保存されていることが確認された。第 1 章にて行った mtDNA 解析と


























































Table 2.2 SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) medium component 
Bacto Tryptone 20 g 
Bacto Yeast extract 5 g 
1 M NaCl 10 mL 
1 M KCl 2.5 mL 
2 M Mg2+ stock 10 mL 
2 M Glucose 10 mL 
5 N NaOH 1.6-1.7 mL 
Sterile distilled water 1 L 
 
Table 2.3 LB (Luria-Bertani or Lysogeny Broth) medium component 
Bacto Tryptone 10 g 
Bacto Yeast extract 5 g 
NaCl 10 g 
Agar powder 20 g 
5N NaOH 200 µL 
Ampicillin (50 mg/mL) 1 mL 
Kanamycin (25 mg/mL) 2 mL 
1 M IPTG (Isopropyl-β-D (-)-thiogalactopyranoside) 100 µL 
25% X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside) 250 µL 
Sterile distilled water 1 L 
Antibacterial substances (ampicillin and kanamycin) were depended on vector of subcloning. 
 
Table 2.4 Primers used for colony PCR 
Primer Sequence 
T7 Promoter 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 
SP6 Promoter 5’-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’ 














Fig. 2.1 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including CATC motif amplified by using  
 fms24F and fms24R for artificial hybrid pufferfish. 





Fig. 2.2 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including CATC motif amplified by using 
 fms24F and fms24R for Torafugu and Mafugu. 











Fig. 2.3 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including TAA motif amplified by using 
 fms40F and fms40R for artificial hybrid pufferfish. 





Fig. 2.4 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including TAA motif amplified by using 
 fms40F and fms40R for Torafugu and Mafugu. 











Fig. 2.5 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including CAAA motif amplified by  
 using fms52F and fms52R for artificial hybrid pufferfish. 





Fig. 2.6 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including CAAA motif amplified by 
 using fms52F and fms52R for Torafugu and Mafugu. 











Fig. 2.7 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including TCA motif amplified by using  
 fms67F and fms67R for artificial hybrid pufferfish. 





Fig. 2.8 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including TCA motif amplified by using 
 fms67F and fms67R for Torafugu and Mafugu. 











Fig. 2.9 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including ATT motif amplified by using  
 fms190F and fms190R for artificial hybrid pufferfish. 





Fig. 2.10 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including ATT motif amplified by using 
 fms190F and fms190R for Torafugu and Mafugu. 











Fig. 2.11 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including AGC motif amplified by using 
 cst5F and cst5R for artificial hybrid pufferfish. 





Fig. 2.12 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including AGC motif amplified by using 
 cst5F and cst5R for Torafugu and Mafugu. 











Fig. 2.13 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including AATC motif amplified by  
 using cst8F and cst8R for artificial hybrid pufferfish. 





Fig. 2.14 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including AATC motif amplified by 
 using cst8F and cst8R for Torafugu and Mafugu. 











Fig. 2.15 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including GCA motif amplified by using 
 fms93F and fms93R for artificial hybrid pufferfish. 





Fig. 2.16 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including GCA motif amplified by using 
 fms93F and fms93R for Torafugu and Mafugu. 



















identification by MS 
analysis 
Torama 1 6/39, 41, 42 
Torafugu Mafugu Mafugu/Torafugu  2 6/40, 41, 42 
 3 6/36, 37 
Matora 1 6/28 
Mafugu Torafugu Mafugu/Torafugu 
 2 6/31, 33 
 3 6/34 
 4 6/33 
 5 6/32, 33 
 6 6/23, 24 
 7 6/37, 39, 40 
 8 6/24 
Torafugu 1 42, 44 
Torafugu Torafugu Torafugu 
 2 29, 36 
 3 33, 39 
 4 28, 30 
Mafugu 1 6 
Mafugu Mafugu Mafugu 
 2 6 
 3 6 
 4 7 

















 Fig. 2.17 DNA sequences of GCA region from Torafugu and Mafugu. 
 A dot (.) indicates identity with the 1st sequence. 
 Under bar (_) indicates one MS. A bold indicates difference from the sequence. 
fms93F
C A C G C A A T T C T T G A G T G C A T
Torafugu2-1 C A C G C A A T T C T T G A G T G C A T G G A A C A T T T C C G G A C A A A T G A T T C A T T A T A T T T C A G C T C G T T T G
Mafugu2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu2-1 A A T T T G T G G T T C A A A A G A A A C A A A G A A A C A A A A C A T T G T T T G C T C A G A T T T T T T C C T G T A C T T G
Mafugu2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . .
Torafugu2-1 G T T T T G A G C C A T T T C T C A G C G C T C G G A T C C C C G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C
Mafugu2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - -
Torafugu2-1 A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A
Mafugu2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Torafugu2-1 G C A G C A G C A G C A T C T T T C C T T A A A A T T A T C T A C C G A T T G C T A G G A A G G A G T A G A C A A T G T A C A A
Mafugu2 - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Torafugu2-1 A T C A G A T A C C C T A T T G A T G A C G G A C T A C C T G C C
Mafugu2 . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .







第 3 章 マイクロサテライトマーカーの適用性の検証 
 
 3-1 目的 
 
 第 2 章にて GCA 反復配列から構成される MS 領域では、トラフグとマフグ間の人工交雑種にお





おいては個体数を増やし、本 MS 領域の再現性を検証した。 
 さらに、トラフグ属種間の交雑種と推定され、mtDNA 解析にて母系種を判別した自然交雑種 27
個体においても本 MS 領域を対象とした PCR 増幅を行い、PCR 産物の分子量を比較した。また、
塩基配列および反復回数を決定し、本 MS マーカーの適用性を検証するとともに、本 MS マーカ
ーを用いた両親種判別が可能であるかを検討した。 
 
 3-2 方法 
 
  3-2-1 試料 
 
 試料には単一系統種および自然交雑種を用いた。 
 単一系統種として、単一系統クサフグ、ゴマフグ、シマフグ、コモンフグ各 4 個体および単一
系統トラフグ、マフグ各 26 個体を用いた。 
 自然交雑種として、形態学的特徴からトラフグとマフグ間の交雑種と推定される 6 個体を含む、
トラフグ属種間の交雑種と推定される 27 個体を用いた。 
 
  3-2-2 選抜したマイクロサテライト領域を対象とした PCR 増幅 
 
 PCR 増幅には TaKaRa Ex Taq®（タカラバイオ）を用い、プライマーは fms93F、fms93R を用い
た。TaKaRa Ex Taq (5 U/µL) 0.625 U、10×Ex Taq Buffer (20 mM Mg2+ plus) 2.5 µL、dNTP mixture (2.5 
mM each) 2.0 µL、10 µM fms93F 0.5 µL（終濃度 0.2 µM）、10 µM fms93R 0.5 µL（終濃度 0.2 µM）、
DNA 25 ng を加え、滅菌水で 25 µL の反応系とした。温度条件は 94℃で 5 分間加熱後、94℃で 30
秒、68℃で 30 秒、72℃で 30 秒を 1 サイクルとし、40 サイクル行った。PCR 増幅後、得られた反
応液 10 µL を GelGreen® Nucleic Acid Stain, 10,000X in water (BIOTIUM) 入り 2.0%アガロースゲル






  3-2-3 マイクロサテライト解析 
 
PCR 産物の精製は、電気泳動の結果を基に行った。バンドが 2 本確認された場合、Freeze ‘N 
Squeeze DNA ゲル抽出スピンカラム (BIORAD) を用いた。バンドが 1 本のみ確認された場合には
Agencourt AMPure XP (BECKMAN COULTER) を用いた。サブクローニングには pGEM®-T Easy 
Vector Systems (Promega) を用い、人工交雑種および単一系統トラフグ、マフグにおける MS 解析


































 3-3 結果および考察 
 
 トラフグ属 4 種における PCR 産物の電気泳動結果を Fig. 3.1 に示した。16 個体全てにおいて、
分子量がほぼ同一の 1 本のバンドが確認された。これらの個体における GCA の反復回数および
MS 領域を基にした両親種、第 1 章の mtDNA 解析により判別された母系種と 2 種類の判別法の組
み合わせにより判定した父系種判別結果を Table 3.1 に示した。 
 MS 解析より、クサフグでは GCA 反復回数が 6-7 回 (265-268 bp) の MS、ゴマフグでは GCA 反
復回数が 6 回 (262 bp) の MS、シマフグでは GCA 反復回数が 6-8 回 (262-268 bp) の MS、コモン
フグでは GCA 反復回数が 6-8 回 (262-268 bp) の MS が検出された。クサフグ No. 1（反復回数 7
回）、ゴマフグ No. 1（反復回数 6 回）、シマフグ No. 3（反復回数 7 回）、コモンフグ No. 4（反復
回数 7 回）および比較として、第 2 章において反復回数を決定したマフグ No. 2（反復回数 6 回） 
における MS 領域の塩基配列を Fig. 3.2 に示した。ゴマフグ、シマフグ、コモンフグにおいて、反
復配列を除く塩基配列は 1, 2 塩基の差異はあるものの、ほぼ一致していた。また、ゴマフグ、シ
マフグ、コモンフグの塩基配列は、マフグの塩基配列ともほぼ一致しており、塩基配列の差異は













ことが確認された (Fig. 3.3) 。この塩基の置換は他種においては確認されなかったことから、コモ
ンフグにおける GCA 反復配列は他種に比べ保存性が低く、変異しやすい可能性がある。 
 単一系統トラフグおよびマフグにおける PCR 産物の電気泳動結果を Fig. 3.4, 3.5 に示した。ト
ラフグでは 26 個体全てにおいて約 310-370 bp のバンドが確認され、本 MS マーカーの再現性は
100.0%であった (Fig. 3.4) 。マフグでは 26 個体全てにおいて約 260 bp のバンドが確認され、本
MS マーカーの再現性は 100.0%であったが、マフグ No. 19 においては約 260 bp のバンドに加え、
約 370 bp のバンドも確認された (Fig. 3.5) 。マフグ No. 19 においても、他のマフグ個体と同様の
マフグ由来 PCR 産物は保存されていることから、約 370 bp のバンドが変異によって生じた可能
性は低いといえる。今回用いたマフグは、形態学的特徴を基にした判別および mtDNA を用いた母
系種判別により単一系統と推定された個体であるため、純粋な単一系統ではないマフグが混在し
ている可能性が挙げられる。したがって、マフグ No. 19 は単一系統のマフグでない可能性が高い
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と推測された。また、トラフグ 7 個体（トラフグ No. 6-9, 20, 23, 25）においては約 310-370 bp の
バンドが 2 本確認されたが、これは反復回数が異なるトラフグ同士から生じた第二世代のトラフ
グである可能性が高いと考えられる。 
 単一系統トラフグおよびマフグの MS 解析結果を Table 3.2, 3.3 に示した。MS 解析より、トラフ
グ 26 個体において GCA 反復回数が 21-43 回 (308-374 bp) の MS、マフグ 26 個体において GCA
反復回数が 5-9 回 (259-271 bp) の MS、うち 1 個体（マフグ No. 19）においては GCA 反復回数が
43 回 (374 bp) の MS も検出された。第 2 章にて、トラフグ由来 MS の反復回数は 23-44 回 (314-
377 bp) 、マフグ由来 MS の反復回数は 6-7 回 (262-265 bp) であったことから、本章においても同
様の結果を得たことが確認された。マフグ 2 個体（マフグ No. 5, 9）においては GCA 反復回数が
それぞれ 5 回 (259 bp) と 9 回 (271 bp) であり、解析済みのマフグ由来 MS の反復回数と比べ数
回の差異があったが、母系種がマフグであると判定されているため、マフグであると推定した。
したがって、MS 解析の結果から両親種が判定され、トラフグ 26 個体は単一系統トラフグであり、
マフグは 1 個体を除いて単一系統マフグであることが明らかになった。マフグ No. 19 でみられた
分子量の大きいバンドは反復回数が 43 回であったことから、トラフグ由来 MS であると推測され
た。第 1 章にて行った mtDNA 解析により、母系種はマフグであると判定されたことを踏まえる
と、父系種がトラフグであると判定され、マフグ No. 19 はマフグとトラフグ間の自然交雑種であ
る可能性が高いことが明らかになった。 
 自然交雑種における PCR 産物の電気泳動結果を Fig. 3.6 に示した。得られたバンドの数および
分子量は個体によってさまざまであったが、mtDNA 解析により、母系種がトラフグであると判定
された個体においては約 310-390 bp、母系種がマフグであると判定された個体においては約 260 
bp のバンドが確認された。母系種がゴマフグであると判定された個体においても約 260 bp のバン
ドが確認され、本 MS 領域は普遍的に保存されていることが明らかになった。また、母系種がシ
ョウサイフグであると判定された個体においても約 260 bp のバンドが確認された。トラフグとマ
フグ間の交雑種と推定された 6 個体（自然交雑種 No. 1-6）においては、約 320-340 bp のバンドお
よび約 260 bp のバンドが確認され、トラフグとマフグ間の自然交雑種における本 MS マーカーの
再現性は 100.0%であった。 
 自然交雑種の MS 解析結果を Table 3.4 に示した。MS 解析より、母系種がトラフグの交雑種 17
個体（自然交雑種 No. 1, 3, 5-7, 9-17, 22, 24, 27）において GCA 反復回数が 21-48 回 (308-389 bp) の
MS、母系種がマフグの交雑種 7 個体（自然交雑種 No. 2, 4, 8, 18, 23, 25, 26）において GCA 反復回
数が 5-7 回 (259-265 bp) の MS、母系種がゴマフグの交雑種 2 個体（自然交雑種 No. 19, 20）にお
いて GCA 反復回数が 6-9 回 (262-271 bp) の MS、母系種がショウサイフグの交雑種 1 個体（自然
交雑種 No. 21）において GCA 反復回数が 7 回 (265 bp) の MS が検出された。トラフグとマフグ
間の交雑種と推定された 6 個体（自然交雑種 No. 1-6）においては、反復回数が 27-33 回 (326-244 
bp) のトラフグ由来 MS および反復回数が 5-6 回 (259-262 bp) のマフグ由来 MS が検出され、4 個
体（自然交雑種 No. 1, 3, 5, 6）は母系種がトラフグであることから父系種はマフグ、2 個体（自然
交雑種 No. 2, 4）は母系種がマフグであることから父系種はトラフグであると判定された。 
形態学的特徴と mtDNA 解析および MS 解析を併用することにより、トラフグとマフグ間の交
雑種を除いた 21 個体のうち 10 個体（自然交雑種 No. 8, 18-21, 23-26）の両親種を判別することが
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可能であった。自然交雑種 No. 8 は第 1 章にて母系種がマフグと判定され、形態学的特徴から、父
系種はシマフグであると推定された。自然交雑種 No. 8 において検出された MS は反復回数が 7 回 
(265 bp) であり、マフグ由来 MS およびシマフグ由来 MS の反復回数と等しいことが明らかにな
った。したがって、この MS はマフグおよびシマフグ由来の MS であると推測され、父系種はシ
マフグであると判定された。母系種がマフグと判定された 4 個体（自然交雑種 No. 18, 23, 25, 26）
においてはマフグ由来 MS に加え、反復回数が 26-28 回 (323-329 bp) の MS が検出された。本章
における MS 解析の結果に基づくと、これらの MS はトラフグ由来であると推測され、父系種は
トラフグであると判定された。形態学的特徴および mtDNA 解析からゴマフグとショウサイフグ
間の交雑種と推定された 3 個体（自然交雑種 No. 19-21）においては反復回数が 6-9 回 (262-271 bp) 
の MS が検出され、本章における MS 解析の結果に基づくと、これらの MS はゴマフグ由来であ
ると推測された。したがって、自然交雑種 No. 21 の父系種はゴマフグであると判定された。自然
交雑種 No. 19, 20 においては、形態学的特徴から父系種はショウサイフグであると推測された。
ショウサイフグにおける本 MS マーカーの再現性および GCA 反復回数は不明であるが、自然交雑
種 No. 19-21 の MS 解析結果から、本 MS マーカーが保存されていない可能性、あるいはショウサ
イフグ由来 MS およびゴマフグ由来 MS の反復回数が近似している可能性が挙げられる。これら
を明らかにするためには、ショウサイフグにおいて MS 解析を行う必要がある。自然交雑種 No. 
22 は母系種がトラフグと判定され、形態学的特徴から父系種はマフグである可能性が極めて高い
とされた。MS 解析により、反復回数が 48 回 (389 bp) のトラフグ由来 MS および反復回数が 7 回 
(265 bp) のマフグ由来 MS が検出されたことから、父系種はマフグであると判定された。自然交
雑種 No. 24 は母系種がトラフグと判定され、形態学的特徴から父系種はムシフグであると推定さ




 残りの 11 個体においては、形態学的特徴と mtDNA 解析および MS 解析を併用してもなお、父
系種を判別することができなかった。自然交雑種 No. 7 においては、反復回数が 21 回 (308 bp) の
MS および反復回数が 44 回 (377 bp) の MS が検出された。トラフグにおける MS の反復回数が
21-43 回 (308-374 bp) であったことから、自然交雑種 No. 7 において検出された MS はともにトラ
フグ由来 MS である可能性が高いと推測された。反復回数が異なる MS が検出された理由として
は、母親が第二世代のトラフグであるためと考えられる。自然交雑種 No. 9 において検出された
MS は、反復回数が 39 回 (362 bp) のトラフグ由来 MS のみであった。形態学的特徴から父系種は
ヒガンフグもしくはアカメフグであると推定されたが、ヒガンフグもしくはアカメフグ由来と推
定される MS は検出されなかった。ショウサイフグやムシフグと同様に、ヒガンフグおよびアカ
メフグにおける本 MS マーカーの再現性および GCA 反復回数は不明であり、現時点では父系種の
判定には至らなかった。母系種がトラフグと判定された 9 個体（自然交雑種 No. 10-17, 27）にお
いては、反復回数が 24-38 回 (316-359 bp) のトラフグ由来 MS が検出された。6 個体（自然交雑
種 No. 11-15, 27）においてはトラフグ由来 MS のみが検出されたため、父系種を判定することは
できなかった。また、3 個体（自然交雑種 No. 10, 16, 17）において、自然交雑種 No. 10 では反復
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回数が 7 回 (265 bp) の MS、自然交雑種 No. 16, 17 では反復回数が 15 回 (290 bp) の MS が検出
されたが、父系種を絞り込むことは困難であった。したがって、11 個体においては本 MS マーカ
ーを用いて両親種を判別することは不可能であり、本 MS マーカーは他種間交雑種の両親種判別
には適さないことが明らかになった。一方で、トラフグとマフグ間の交雑種においては両親種判





































Fig. 3.1 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including GCA motif amplified by using  
 fms93F and fms93R for 16 pufferfish. 








Maternal species Paternal species 
Species 
identification by MS 
analysis 
Kusafugu 1 7 




Gomafugu 1 6 




Shimafugu 1 6, 7 
Shimafugu Shimafugu Shimafugu 
2 8 
3 7, 8 
4 6 
Komonfugu 1 7 
Komonfugu Komonfugu Komonfugu 
2 8 
3 7 





 Fig. 3.2 DNA sequences of GCA region from Kusafugu, Gomafugu, Shimafugu, Komonfugu and Mafugu. 
 A dot (.) indicates identity with the 1st sequence.  
 Under bar (_) indicates one MS.
fms93F
C A C G C A A T T C T T G A G T G C A T
Kusafugu1 C A C G C A A T T C T T G A G T G C A T G G A A C A T T T C C G G A C A A A T G A T T C A T T A T A T G A T T T C A G C T C G T T T G
Gomafugu1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - . . . . . . . . . . . . .
Shimafugu3-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - . . . . . . . . . . . . .
Komonfugu4-2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - . . . . . . . . . . . . .
Mafugu2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu1 A A T T T G T G G T T C A A A A G A A A C A A A G A A A C A A A A C A T T G T T T G C T C A G A T T T T T C C T G T A C T T G G T T T
Gomafugu1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Shimafugu3-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Komonfugu4-2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu1 T G A G C C A T T T C T C A G C G C T C G G A T C C C C G C A G C A G C A G C A G C A G C A G C A T C T T T C C T T A A A A T T A T C
Gomafugu1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Shimafugu3-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . .
Komonfugu4-2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Kusafugu1 T A C C G A T T G C T A G G A A G G A A T A G A C A A T G T A C A A A T C A G A T A C C C T A T T G A T G A C G G A C T A C C T G C C
Gomafugu1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Shimafugu3-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Komonfugu4-2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Mafugu2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .









 Fig. 3.3 DNA sequences of GCA region from Komonfugu. 
 A dot (.) indicates identity with the 1st sequence. 
 Under bar (_) indicates one MS.  




C A C G C A A T T C T T G A G T G C A T
Komonfugu2-2 C A C G C A A T T C T T G A G T G C A T G G A A C A T T T C C G G A C A A A T G A T T C A T T A T A T T T C A G C T C G T T T G A A T T T A
Komonfugu3-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G
Komonfugu4-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G
Komonfugu2-2 T G G T T C A A A A G A A A C A A A G A A A C A A A A C A T T G T T T G C T C A G A T T T T T C C T G T A C T T G G T T T T G A G C C A T T
Komonfugu3-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Komonfugu4-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Komonfugu2-2 T C T C A G C G C T C G G A T C C C C G C A G C A G C A G C A G C A G C G G C A G C A - - - - - - - - - T C T T T C C T T A A A A T T A T C
Komonfugu3-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . G . . A . . . - - - - - - - - - - - - . . . . . . . . . . . . . C . . . .
Komonfugu4-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . A . . . . . . G C A G C A G C A . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Komonfugu2-2 T A C C G A T T G C T A G G A A G G A G T G G A C A A T G T A C A A A T C A G A T A C C C T A T T G A T G A C G G A C T A C C T G C C
Komonfugu3-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Komonfugu4-1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .








Fig. 3.4 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including GCA motif amplified by using  
 fms93F and fms93R for Torafugu. 




















Fig. 3.5 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including GCA motif amplified by using  
 fms93F and fms93R for Mafugu. 























Maternal species Paternal species 
Species 
identification by MS 
analysis 
Torafugu 5 25, 33 Torafugu Torafugu Torafugu 
6 24/38 Torafugu Torafugu Torafugu 
7 24/34 Torafugu Torafugu Torafugu 
8 25/39 Torafugu Torafugu Torafugu 
9 24/37 Torafugu Torafugu Torafugu 
10 29, 31 Torafugu Torafugu Torafugu 
11 27, 29 Torafugu Torafugu Torafugu 
12 37 Torafugu Torafugu Torafugu 
13 26 Torafugu Torafugu Torafugu 
14 36 Torafugu Torafugu Torafugu 
15 26, 29 Torafugu Torafugu Torafugu 
16 27, 29 Torafugu Torafugu Torafugu 
17 35, 36 Torafugu Torafugu Torafugu 
18 33 Torafugu Torafugu Torafugu 
19 33 Torafugu Torafugu Torafugu 
20 22/37 Torafugu Torafugu Torafugu 
21 21 Torafugu Torafugu Torafugu 
22 30 Torafugu Torafugu Torafugu 
23 30/43 Torafugu Torafugu Torafugu 
24 35 Torafugu Torafugu Torafugu 
25 23/40 Torafugu Torafugu Torafugu 
26 21 Torafugu Torafugu Torafugu 
27 22, 24 Torafugu Torafugu Torafugu 
28 28, 29 Torafugu Torafugu Torafugu 
29 24 Torafugu Torafugu Torafugu 
30 28 Torafugu Torafugu Torafugu 














Maternal species Paternal species 
Species 
identification by MS 
analysis 
Mafugu 5 5 Mafugu Mafugu Mafugu 
6 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
7 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
8 7 Mafugu Mafugu Mafugu 
9 9 Mafugu Mafugu Mafugu 
10 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
11 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
12 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
13 7 Mafugu Mafugu Mafugu 
14 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
15 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
16 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
17 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
18 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
19 6/43 Mafugu Torafugu Mafugu/Torafugu 
20 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
21 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
22 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
23 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
24 7 Mafugu Mafugu Mafugu 
25 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
26 7 Mafugu Mafugu Mafugu 
27 6 Mafugu Mafugu Mafugu 
28 7 Mafugu Mafugu Mafugu 
29 7 Mafugu Mafugu Mafugu 
30 7 Mafugu Mafugu Mafugu 











Fig. 3.6 Electrophoretic pattern (2.0% agarose gel) of the amplicon including GCA motif amplified by using  
 fms93F and fms93R for natural hybrid pufferfish. 






















Species by morphology Maternal species Paternal species 
Species identification by 
MS analysis 
Natural hybrid 1 6/30 Torafugu, Mafugu Torafugu Mafugu Mafugu/Torafugu 
2 6/32 Torafugu, Mafugu Mafugu Torafugu Mafugu/Torafugu 
3 6/27 Torafugu, Mafugu Torafugu Mafugu Mafugu/Torafugu 
4 6/33 Torafugu, Mafugu Mafugu Torafugu Mafugu/Torafugu 
5 6/30, 31 Torafugu, Mafugu Torafugu Mafugu Mafugu/Torafugu 
6 5, 6/27 Torafugu, Mafugu Torafugu Mafugu Mafugu/Torafugu 
 7 21/44 Torafugu, unknown Torafugu unknown Torafugu 
8 7 Torafugu, Shimafugu Mafugu Shimafugu Mafugu, Shimafugu 
9 39 Torafugu, Higanfugu or Akamefugu Torafugu unknown Torafugu 
 10 7/34 Torafugu, unknown Torafugu unknown unknown/Torafugu 
11 30 Torafugu, unknown Torafugu unknown Torafugu 
12 33 Torafugu, unknown Torafugu unknown Torafugu 
13 30 Torafugu, unknown Torafugu unknown Torafugu 
14 33 Torafugu, unknown Torafugu unknown Torafugu 
15 34 Torafugu, unknown Torafugu unknown Torafugu 
16 15/35 Torafugu, unknown Torafugu unknown unknown/Torafugu 
17 15/38 Torafugu, unknown Torafugu unknown unknown/Torafugu 
 18 6/26 Mafugu, unknown Mafugu Torafugu Mafugu/Torafugu 
 19 6 Gomafugu, unknown Gomafugu Shosaifugu Gomafugu 
20 9 Shosaifugu, unknown Gomafugu Shosaifugu Gomafugu 











Species by morphology Maternal species Paternal species 
Species identification by 
MS analysis 
Natural hybrid 21 7 Shosaifugu, Gomafugu Shosaifugu Gomafugu Gomafugu 
22 7/48 Torafugu, Mafugu or Shosaifugu Torafugu Mafugu Mafugu/Torafugu 
23 6/26 Torafugu, Mafugu or Shosaifugu Mafugu Torafugu Mafugu/Torafugu 
24 40 Mushifugu, unknown Torafugu Mushifugu Torafugu 
25 6/26 Shosaifugu, unknown Mafugu Torafugu Mafugu/Torafugu 
26 6/28 Shosaifugu, unknown Mafugu Torafugu Mafugu/Torafugu 
27 24 Torafugu, unknown Torafugu unknown Torafugu 





























確立を目指した。本研究においては、核 DNA の MS 領域に着目し、トラフグとマフグ間の交雑種
を対象とした両親種判別法を開発した。 
 第 1 章では、mtDNA を用いた母系種判別を行った。この方法は既に開発されており、母系種判
別が可能であることは明らかになっている。本研究においても単一系統種および人工交雑種、自
然交雑種の母系種判別を行い、母系種を判定することが可能であった。また、本研究では増幅領
域として 16S rRNA 部分領域に加え、cyt b 部分領域を選択した。これは、16S rRNA 部分領域塩基
配列に差異がなく、本領域のみでは種の判定が不可能な種が存在するためである。実際、マフグ
とメフグの 16S rRNA 部分領域塩基配列は等しく、同一の相同性を示した。一方、マフグとメフグ
の cyt b 部分領域塩基配列を比較すると 10 塩基の差異が確認され、相同性が異なるために種を判

















 第 2 章では、トラフグとマフグ間の交雑種における両親種の判別を目的に、父系種判別のため
の核 DNA MS マーカーを選抜した。今回用いた 8 種の MS 領域において普遍的かつ明瞭な差異を
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示したのは、GCA 反復配列から構成される MS 領域のみであった。GCA 反復配列から成る MS 領
域を除く 7 種の MS 領域においては普遍的かつ明瞭な差異は確認されなかったため、これらの MS
領域は父系種判別のための MS マーカーとしては適さない。一方で、MS マーカーによっては種判
別以外の用途に適していると推定された。例えば、CATC から成る MS 領域は個体ごとに泳動パ
ターンが異なることから、個体識別のための MS マーカーとして有効である可能性が示唆された。 
 第 3 章では、GCA 反復配列から成る MS マーカーの再現性および適用性を検証するため、トラ
フグ属 4 種（クサフグ、ゴマフグ、シマフグ、コモンフグ）における MS 解析を行った。さらに、
トラフグ、マフグについては個体数を増やし、同様の MS 解析を行った。最終的に、トラフグと
マフグ間交雑種を含む自然交雑種において、本 MS マーカーを用いた両親種判別が可能であるか
を検討した。本 MS 領域における GCA 反復回数はクサフグでは 6-7 回、ゴマフグでは 6 回、シマ
フグおよびコモンフグでは 6-8 回であり、マフグの GCA 反復回数と同様の結果であった。これら
の MS 領域塩基配列はクサフグを除いて一致しており、クサフグでは他種に存在しない 3 塩基の
配列が確認された。したがって、本 MS 領域のみを用いてマフグ、ゴマフグ、シマフグ、コモン
フグの判別を行うのは困難であるが、クサフグについては塩基配列を決定し、クサフグに特異的
にみられる 3 塩基の配列があるかを確認することで判別が可能であることが明らかになった。 
 トラフグおよびマフグにおいては再現性を確認するため、各 26 個体を用いて MS 解析を行っ
た。トラフグおよびマフグにおいて、それぞれでトラフグ由来 MS、マフグ由来 MS が検出され、
再現性は 100.0%であることが確認された。トラフグにおいては反復回数が異なるトラフグ由来の






 今回選抜した MS 領域では、トラフグとマフグにおいて GCA 反復配列を含む MS に加え、分子












 トラフグとマフグ間交雑種を除く自然交雑種 21 個体においても、トラフグ由来 MS とマフグ由
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MS の分子量の差異を利用した両親種判別が可能であると考えられ、本 MS マーカーが適用可能
であると推測される。また、母系種がトラフグ属 4 種のいずれかと判定され、母系種由来の MS
に加え、約 310-370 bp の MS が検出された場合にも本 MS マーカーは適用可能である。 
 クサフグにおいては特異的な配列が存在していることを踏まえると、トラフグ属 4 種（マフグ、
ゴマフグ、シマフグ、コモンフグ）のいずれかとクサフグ間交雑種の場合、塩基配列を決定する
ことで両親種判別が可能であると推測されるが、PCR 産物の分子量が近似していることから、1 本
のバンドとして現れるはずである。分子量が近似した PCR 産物から 2 つの異なる種由来の MS を
区別することは極めて困難であり、本 MS マーカーは有効ではない。 










ンゴラ南部では海水温上昇によりニベ科魚類 2 種間（Argyrosomus coronus, A. inodorus）の交雑が




 今回用いた自然交雑種 27 個体は雑種第一世代（first filial generation, F1）であると考えられるが、
本 MS マーカーが雑種第二世代（second filial generation, F2）以降の交雑種や戻し交雑にも適用可
能であるかは明らかになっていない。本研究では自然交雑種において検出された MS は 1-2 本で






行ったところ、トラマでは TTX の蓄積は主に肝臓にみられたのに対し、マトラでは TTX の蓄積
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は主に皮にみられたと報告されている 47)。トラクサでは TTX の移行が卵巣ではみられるが、精巣





 MS 領域に着目した両親種判別法としては、既に臼井 34)により他の MS マーカー (GAAAG) を
用いた両親種判別法が開発されている。しかしながらこの MS マーカーの再現性は、トラフグに
おいては 76.9%（26 個体中 20 個体）、マフグにおいては 70.0%（20 個体中 14 個体）、トラフグと
マフグ間交雑種においては 48.5%（35 個体中 17 個体）であり 34)、再現性が高いとは言い難い。さ















 既に述べたように、本研究にて開発された MS マーカーの再現性はトラフグにおいては 100.0%、
マフグにおいても 100.0%、さらに、トラフグとマフグ間交雑種においても 100.0%であった。ま
た、母系種がトラフグと判定された交雑種においてはトラフグ由来 MS、母系種がマフグと判定さ
れた交雑種においてはマフグ由来 MS が検出され、本 MS マーカーは保存性が高く、普遍的に存
在していることが確認された。したがって、本 MS マーカーは両親種判別のための MS マーカー
として適用可能である。上記の 2 つの両親種判別法と比べ、本研究において開発された MS マー
カーは再現性が高く、優れた方法であるといえる。 










既に mtDNA を用いた RFLP 分析による簡便かつ迅速な種判別法が開発されている 50)。父系種判
別法に関しては未だ開発されていないが、マガキ Crassostrea gigas とポルトガルガキ C. angulata
間の交雑種については MS マーカーを用いた RFLP 分析法が有効であると報告されており 51)、フ
グ交雑種においても MS マーカーを用いた RFLP 分析法が適用できると推測される。岩崎ら 51)は
マイクロチップ電気泳動を採用し、大幅な工程の簡略化および時間短縮を実現した。マイクロチ
ップ電気泳動はポリアクリルアミドゲル電気泳動と同等の分析精度である上、分析時間が著しく
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